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ABSTRAKT

Ciel'om tejto bakalarskej prace je charakterizacia antimikrobnych peptidov a ich vyuzitie
v kozmetickych aplikadciach. Praca sa zaobera charakteristickymi vlastnostami
antimikrobnych peptidov, ich klasifikiciou, zdrojom a mechanizmom pdsobenia. Dalej
praca objasiiuje ich vyuzitie, najmé v oblasti kozmetiky. Praca riesi problematiku aplikacie
antimikrobnych peptidov pri liecbe koznych ochoreni spolocne s predstavenim vhodnych

nosicov pre ich dodéavanie.

Kli¢ova slova: antimikrébne peptidy, defenziny, katelicidiny, baktérie, kozné ochorenie,

kozmetika, nosi¢

ABSTRACT

The purpose of this bachelor thesis is to characterize antimicrobial peptides and their use in
cosmetic applications. The thesis explains the characteristic properties of antimicrobial
peptides, including their classification, source, and mechanisms of action. Next, the thesis
clarifies their utilization, particularly in the field of cosmetics. The thesis also focuses on the
application of antimicrobial peptides in the treatment of skin diseases, together with the

presentation of appropriate carriers for their delivery.

Keywords: antimicrobial peptides, defensins, cathelicidins, bacteria, skin disease, cosmetics,

carrier
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UvVOD

Uz od samotného vzniku l'udstva sa populacia stretdva s rozmanitymi druhmi patogénov.
Narast populacie spdsobil aj narast roznych baktérii, virusov ¢i plesni, s ktorymi sa 'udstvo
snazi bojovat. Hoci st tradi¢né antibiotikd ucinné, ich ucinnost prestava drzat’ krok
s narastajucou rezistenciou, ktort si patogény proti nim pestuju. Vytrvala praca vedeckych
vyskumnikov sa permanentne tento naskok snazi eliminovat’, aby sa celosvetova populacia
vedela branit’ vo¢i patogénom rezistentnym na antibiotikd. Preto v poslednych rokoch
vzbudzuje vysoky zdujem vyskum antimikrébnych peptidov. Tieto kratke peptidy vykazuju
antimikrobne G¢inky voci Sirokému spektru patogénov. Vd’aka tejto vlastnosti maja vysoky
potencial v buducnosti, kde mdézu byt klI'i€¢om v boji proti mikrobom rezistentnym na

klasické antibiotika.

Tato bakalarska praca sa venuje blizSiemu ozrejmeniu pojmu antimikrobne peptidy a ich
vyuzitiu, najmi v oblasti kozmetiky. RieSi ich charakteristiku a zdkladné vlastnosti,
mechanizmy pdsobenia, ale aj ich zdroje. Dalej sa zaobera ich klasifikiciou na zaklade
antimikrébnej aktivity, ale aj ich rozdelenim na dve vyznamné skupiny, defensiny a
katelicidiny. V kratkosti sa povenuje aj vyuzitiu antimikrobnych peptidov v odvetviach
mimo kozmetiky. Hlavnou ¢astou je predstavenie vyuzitia tychto peptidov v oblasti
kozmetiky, kde sa zaobera problematikou aplikacie antimikrobnych peptidov pri liecbe
vybranych koZnych ochoreni. Nakoniec sa praca kratko zaobera vhodnymi nosi¢mi, ktoré st

schopné prenaSat’ antimikrobne peptidy, bez obmedzovania ich G¢innosti.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 ANTIMIKROBNE PEPTIDY

Peptidy st biopolyméry zlozené z aminokyselin, ktoré su prepojené peptidovou vizbou.
Reakciou karboxylovej skupiny jednej aminokyseliny s aminoskupinou druhej
aminokyseliny vznika peptidova vizba, kde pri naviazani dvoch a viac aminokyselin vznika
peptidovy retazec. Na zaklade dizky peptidového retazca sa rozlisuji dva druhy peptidov,
oligopeptidy a polypeptidy. Oligopeptidy su zlozené z 2 az 10 aminokyselin a polypeptidy
obsahujii viac ako 10 aminokyselin, pric¢om ich diZka neprekraduje viac ako
100 aminokyselinovych zbytkov. Peptidy zastavaju dolezita ulohu pri mnohych
biologickych procesoch. Zaujimavymi polypeptidmi st antimikrobne peptidy, ktoré

vykazuju antimikrobne G€inky voci patogénnym bunkam. [1, 4]

o R ., O
H,N N

R’ ol R

Obrazek 1: Struktarny vzorec dipeptidu [22]
1.1 Charakteristika antimikrobnych peptidov

Antimikrobne peptidy (AMP) st zlozené z 10 az 50 aminokyselin. Dizka retazca je
rozhodujiicim faktorom pre antibakteridlnu aktivitu, ktora sa znizuje, ked’ sa znizuje dizka
peptidu. NajkratSie antimikrobne peptidy F3 a Gageotetrin-A pozostavajii iba z dvoch
aminokyselin [20, 21]. Velkéa vdcSina AMP je kladne nabitd, hlavne vd’aka pritomnosti
aminokyselin lyzinu a argininu, ktoré nest kladny naboj. Tie tieZ vykazuju mnohondsobne
vysSiu aktivitu, neZ ostatné AMP. Len niekol'ko peptidov je zdporne nabitych. Anionické
AMP maju malu velkost” a ako kofaktor pre baktericidnu aktivitu potrebujl zinok. VSetky
AMP maju schopnost’ tvorit’ amfifilnt Struktiru, teda obsahuju aj hydrofilné aj lipofilné
Casti. Vd’aka ich hydrofobnym zvyskom st schopné antibakteridlnej aktivity, pretoze
peptidy bez hydrofobnych zvySkov maja problém s prichytenim na membranu patogénne;j
bunky. Hydrofébne zvysSky zaistuju dlhSie prichytenie na membrane, vdaka ¢omu st
schopné membranu permeabilizovat’. ZloZzenie AMP urcuje ich Specifickost” a biologicku
aktivitu. V. AMP najviac prevladaju aminokyseliny prolin, glycin, histidin, lyzin a arginin.

2, 11]
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Antimikrobne peptidy sa mozu vyskytovat’ v nasledujucich zdkladnych Struktirach. Su
nimi a-helix, f-skladany list alebo rozvol'nend Struktura (Obr.2). Niektoré zdroje uvadzaju
aj Strukturu slucky. Peptidy sa nésledne mozu skladat’ z kombinécii tychto zdkladnych
Struktar. Struktara, v ktorej sa dany peptid nachadza ovplyviuje jeho aktivitu a u¢innost.

[2,9]

Struktura a-helix sa v prirode vyskytuje najéastejsie. Tato Struktara vytvara amfifilna
Spiralu, ktora ma hydrofilné aj lipofilné vlastnosti. Vo vodnom prostredi su tieto peptidy
nestruktirované, ale pri kontakte s biologickou membranou sa zvini do a-helix podoby,
ktora je dolezita pre ich antimikrébne posobenie. [2]

Dal$ou $trukturou je B-skladany list. Tato §truktira pozostdva z antiparalelnych retazcov,
ktoré vytvaraji aj hydrofilné aj hydrofobne povrchy, teda st tiez amfifilné. Peptidy tejto
Struktiry st schopné tvorit’ spomenuty tvar aj vo vodnom prostredi a udrziavaju si ho aj pri
kontakte s biologickou membranou. [2]

Tretou Struktirou je volna Struktira, kde maju peptidy tvar linedrneho retazca. Peptidy

vol'nej Struktary nie st schopné vytvorit klasicku sekundéarnu struktaru. [2, 9]

Obrazek 2: Zakladné Struktary AMP, a) B-skladany list, b) a-helix, c) vol'na Struktara [9]
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1.2 Databazy peptidov

Na vyhladavanie a ziskavanie informacii ohl'adom peptidov slizia databazy peptidov.
Obsahuju informacie ako su napriklad ich Struktura, bioaktivita, klasifikacia a d’alSie. Tieto
databazy sa delia na dve skupiny, vSeobecné a Specifické. VSeobecné databazy pozostavaju
z0 zoznamu vietkych typov AMP. Specifické databazy sa zameriavaji skor na peptidy, ktoré
su sucast'ou jednej skupiny. Momentalne neexistuje jedna databdza, ktora by obsahovala
data vSetkych AMP, ale informécie o nich st rozdelené do niekol’kych databaz. Medzi
vSeobecné databazy patria napriklad Antimicrobial Peptides Database (dIbAMP), Database
of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP), Linking antimicrobial
peptide (LAMP) alebo Collection od antimicrobial peptides (CAMP). Medzi $pecifické
databazy patria napriklad Biofilm-acitve AMPs database (BaAMPs), Parasites Peptides
(ParaPep), Database of anuran defense peptides (DADP) alebo A manual database on the

defensins family of antimicrobial peptides (Defensins). [3]

1.3 Zdroje AMP

Existuje mnoho zdrojov AMP, od prirodnych az po syntetické. Antimikrébne peptidy st
produkované v mnohych organizmoch, jednobunkovych ¢i mnohobunkovych. Medzi

prirodné zdroje AMP patria baktérie, Zivo€ichy a rastliny. [4, 5, 6]

1.3.1 Bakterialne zdroje

Jednou z biologickych ciest ziskavania AMP st mikroorganizmy, ako baktérie. AMP
produkované baktériami sluZia ako obranny mechanizmus proti inym baktériam. Baktérie
produkuju peptidy hlavne neribozomalnou syntézou, no st schopné aj ribozomalnej syntézy.
Medzi najznamejSie baktériou produkované peptidy patri bakteriocin nisin, produkovany
hlavne baktériami mliecneho kvasenia ako Lactoccus lactis, a gramicidin, produkovany
pddnymi baktériami, napriklad Bacillus brevis. Nisin aj gramicidin st vel'mi G€¢inné v boji
proti gram-pozitivnym baktériam, medzi ktoré patria napriklad stafylokoky, streptokoky
alebo enterokoky. [4]

1.3.2  Zivo&iSne zdroje

DalSou biologickou cestou ziskavania AMP su zivocichy, ¢i uz to su cicavce, obojzivelnici

alebo hmyz. Tie produkuju AMP pri ribozomalnej translacii mRNA pri proteosyntéze.
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U Zivocichov st AMP stcastou vrodenej imunity, kde sa podiel'ajii v boji proti patogénom
nachddzajicim sa v organizme. Tieto peptidy st dolezitou sucast’'ou aj 'udského organizmu,
ktory obranuju proti bakterialnym infekciam. Jednym z najznamejSich AMP produkovanym
I'udskym telom je katelicidin LL-37. Tento peptid sa napriklad nachadza v pokozke
novorodencov. Dalsim peptidom je defenzin 2 (hBD-2), ktory sa vyskytuje skor u starsich

jedincov. [4]

1.3.3 Rastlinné zdroje

AMP sa daju ziskavat’ aj z rastlin. Nachadzaja sa v réznych Castiach rastlin, ako su stonky,
semend alebo aj listy. V rastlindich sa nachddzaju ako sucast’ bariérového ochranného
systému, kde zohravaju dolezitu tlohu pri obrane rastliny proti fytopatogénom. Rastliny
disponuju niekol’kymi druhmi AMP. Patria medzi ne thioniny, bohaté na arginin, lysin
a cystein, d’alej defensiny, ktoré st ziskavané napriklad z pSenice, proteiny transportujuce
lipidy, puroindoliny a cyklotidy. AMP ziskavané z rastlin maju vysoky potencidl v medicine

a biotechnoldgiach a m6zu byt vyuzivané ako prirodné antibiotika. [5]

1.3.4 De-novo syntetizované AMP

De-novo syntéza je proces produkcie zlozitych molekul z jednoduchych. De-novo syntéza
peptidov je teda skladba molekuly peptidu z jednotiek aminokyselin. Tento proces sa
vyuZziva hlavne v chemickej priprave AMP. Momentalne st zname dve metody pripravy
peptidov, syntéza v roztokoch a v pevnej faze. [6]

Pri syntéze peptidov v roztokoch je zdkladom reakcia aminokyselin v rozpustnom prostredi.
Vyhodou tejto metddy su nizke ekonomické naklady, kedze vyuZiva menej nakladny
material a zariadenia. No nevyhodou tejto metody je zdihavy proces, ktory je nevyhnutny
pre ziskanie vysledného aktivneho peptidu. Dalsou nevyhodou je velké mnoZstvo
chemického odpadu anerozpustnost dlhych peptidovych retazcov v organickom
rozpustadle. Aj napriek nevyhodam, tdto metéda ponukla svetovym trhom mnoZstvo
peptidov o dizke 3 az 20 aminokyselin. [6]

Druhou metddou je syntéza v pevnej faze. Tato metdda spociva v reakcii aminokyselin
zachytenych na pevny nosi¢. AMP st syntetizované postupne od C po N koniec za pouZitia
Na-chranenych aminokyselin. Po dokonceni syntézy je potom AMP z pevného nosica
uvolneny vhodnou kyselinou. Tato metoda je rychlejsia a jednoduch$ia oproti syntéze
v roztoku. Jej nevyhodou je vSak prilis vel'ké mnozstvo poc¢iatoéného materidlu, potrebného

pre zahajenie procesu vyroby. [6]
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1.4 Klasifikacia AMP

Jednoznacna klasifikdcia AMP je vel'mi obt’azna a lisi sa aj v rade literarnych zdrojov. AMP
je mozné klasifikovat’ podl'a rady kritérii. Prihliada sa na ich chemické zlozenie, zdroje z
ktorych pochadzaju, funkciu, naboj, mechanizmus pdsobenia alebo $truktaru. Daldou
moznostou klasifikacie je Univerzalny klasifikacny systém (UC), ktory kategorizuje AMP
do Styroch tried na zaklade kovalentnych vézieb. Tento klasifikacny systém, bol vSak
navrhnuty v Case, ked’ bola zndma 3D Struktira malého poctu AMP a neberie do tvahy ani
tuto 3D Strukturu a ani zdroje alebo aktivitu AMP. Ind klasifikécia rozdel'uje AMP podla
ich biologickej aktivity, teda podl'a ich u¢innosti voci roznym patogénom alebo bunkém.
[3, 7]. Tato naposledy menovana klasifikacia, ktord mé uzky vztah k praktickému vyuzitiu

AMP, je predstavena v tejto Casti prace.

Najvacsou skupinou podla tejto klasifikacie s0 antibakteridlne peptidy (ABP) Su
podskupinou AMP s kladne nabitym ndbojom, ktoré pdsobia proti baktéridm. Pdsobia na
zaporne nabiti vonkaj$iu membranu baktérie, do ktorej nasledne prenikntl a sposobuji smrt’

baktérie inhibiciou DNA replikécie a syntézy proteinov. [3]

Druhou najvdcSou skupinou s0 antimykotické peptidy (AFP). Velké mnozstvo hub
sposobuje infekéné ochorenia u l'udi. Problémom je, Ze tieto huby zac¢inaju byt rezistentné
voci antimykotikam, preto AFP vzbudzuju zdujem ako nova alternativa boja proti infekénym
ochoreniam sposobenym hubami. AFP disponuji niekol’kymi mechanizmami pri deStrukeii
patogénov, ako s napriklad inhibicia syntézy DNA a RNA, permeabilizicia membran,

inhibicia syntézy bunkovej steny a enzymovej aktivity. [3]

Tretou najvacSou skupinou st antivirové peptidy (AVP). Tieto peptidy disponuji
s virucidnou aktivitou. Ich podstata u€innosti vo¢i virusom spociva v zasahu do replikacie
virusov, teda zameriavajii sa na DNA a RNA virusu. Inhibuji enzymy podiel'ajuce sa

transkripcii a replikécii, ¢im dokazu znicit’ patogén. [3]

Medzi d’alSie, menSie skupiny AMP rozdelenych podl'a aktivity patria d’alej protinadorové
peptidy (ACP). Maju vysoky potencial v buducej liecbe rakoviny, pretoze tieto peptidy

vykazuji u€innost’ voci nadorovym bunkam. Zauzivané lieky na chemoterapiu spdsobuji
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chemicku rezistenciu, ¢o sa mdze preukazat' ako zniZzena ucinnost’ alebo zvySené riziko

recidivy. ACP disponujii minimélnymi vedl'ajsimi u¢inkami a vysokou Specifickost’'ou. [3]

Poslednou skupinou su antiparazitické peptidy (APP). Tieto peptidy poOsobia proti
parazitom, ktoré spdsobuju ochorenia ako je napriklad malaria. Postihnuté obyvatel’stvo trpi
nedostatkom vhodnych vakcin a zvySujicou sa rezistenciou voci zauzivanym lie¢ivam.
Preto APP mézu predstavovat potencialne rieSenie v boji proti populacnym ochoreniam

prenasanym parazitmi. [3]

1.5 Defensiny a katelicidiny
Délezitou a intenzivne Studovanou skupinou AMP su defensiny a katelicidiny.

LCudské defensiny st malé kationové peptidy ktoré sa dalej delia na a-defensiny
a B-defensiny. a-defensiny maju dizku 29 az 35 aminokyselin a tvoria §-skladany list, ktory
je stabilizovany vodikovymi a disulfidovymi vézbami. Tieto defensiny sa najCastejSie
vyskytuji v neutrofilnych granulocytoch, kde zohravaju 1lohu pri usmrcovani
fagocytovanych mikroorganizmov. [-defensiny st o nieco dlhSie a nachadzaju sa hlavne
v epitelovych bunkédch na slizni¢nych povrchoch. Defensiny aj okrem antimikrobnych
vlastnosti preukazuju protinadorovil aktivitu alebo schopnost’ stimulovat' bunecni
proliferaciu. Defensiny pdsobia proti gram-pozitivnym, gram-negativnym baktériam,
virusom 1 plesniam a ich kladny néboj umoziuje interakciu s negativne nabitou bunecnou
stenou mikroorganizmov. Antibakterialnu aktivitu o-defensinov zaistuji kladne nabité
zbytky aminokyselin pritomné v proteinoch. Strata tychto zbytkov vedie k strate
antibakterialnej aktivity a zbytky argininu st pre antimikrébne vlastnosti vhodnejsie, nez
zbytky lysinu. Baktericidna aktivita B-defensinov je citlivda na pritomnost’ soli a je

inhibovana pritomnostou kationov. [7, 18]

Katelicidiny st odvodené od proteinov s vysoko konzervovanou signalnou sekvenciou
a vysoko variabilnou peptidovou oblast'ou. Katelicidinové peptidy boli izolované z mnoho
roznych druhov cicavcov. U l'udi vSak bol popisany len jeden katelicidin, LL-37. AMP zo
skupiny katelicidinov maju najéastejiie dizku 12 — 80 aminokyselinovych zbytkov
(MW 4,5 kDa) a m6zu zaujat’ rdzne Struktiry; v lipidovych membranach a vo fyziologickom
prostredi je to najCastejSie a-helix. Katelicidin sa nachddza v leukocytoch, v bunkach koze

¢1 respiracného tustrojenstva. Ma tiez schopnost’ stimulovat’ tvorbu ciev v poranenych
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tkanivach alebo obnovu epitelu pri hojeni ran. K jeho zaujimavym vlastnostiam patri 1

chemotaxia (pritahuje biele krvinky do miesta poranenia). [7, 18]

LL-37 vykazuje antimikrobnu aktivitu proti Sirokému spektru gram-pozitivnych a
gram-negativnych baktérii in vitro. Tato tematika bola intenzivne Studovana v rade
vedeckych prac a je zhrnutd napriklad v praci vyskumného timu Neshani a kol. Priklady
hodn6t minimdlnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) voci gram pozitivnym a gram negativnym
baktériam su uvedené v Tab.1. Hodnoty MIC stanovené in vitro lezi v rozmedzi 10 az
250 pg/ml a su vyrazne vysSie nez koncentracie popisané in vivo. Antimikrobna u¢innost’
LL-37 je najvyssia za podmienok nizkej idnovej sily a podobne ako v pripade defensinov,
je negativne ovplyvnend pritomnostou dvojmocnych kationov. VacSiemu rozSireniu
aplikécie LL-37 v praxi vSak zatial’ brania vysoké naklady na jeho pripravu a nachylnost’ k

proteolytickej degradacii. Problémom je rovnako jeho cytotoxicita [23, 24]

Medzi stratégie, ako prekonat’ vyssie uvedené nedostatky, je vyuzitie Struktirnych derivatov
LL-37, kedy uprava LL-37 mdze spocivat’ napriklad v skrateni ¢i alternacii vychadzajuce;j

aminokyselinovej sekvencie, ktora si zachovéava antimikrobnu aktivitu. [18, 19]

Tabulka 1: Minimalna inhibi¢na koncentracia LL-37 pre vybrané baktérie [23]

Baktéria MIC [pum/ml]
Staphylococcus aureus 14>128
Escherichia coli 9-449
Helicobacter pylori 8,9-300
Streptococcus pneumoniae 14
Pseudomonas aeruginosa 16 — 64
Salmonella 4—143,7
Listeria monocytogenes 0,5-2,2

Tieto derivaty LL-37 pritahuju pozornost’ pre svoje potencialne nizke vyrobné naklady a
moznost’ optimalizéacie ich antimikrobialnych a imunologickych vlastnosti. Napriklad, jeden
z analégov LL-37, KR-12-a5 bol Studovany v publikdcii vyskumného timu Kim a kol.
Vysledky testov preukazali, ze vykazuje silnu antimikrobialnu aktivitu proti gram-
pozitivnym, gram-negativnym baktéridm 1 proti baktéridm rezistentnym na antibiotika,

vratane klinicky izolovanych MRSA kmeniov. Okrem toho, v zrovnani s LL-37, KR-12-a5
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vykazoval lepsie synergické u¢inky s beznymi antibiotikami (chloramfenikol, ciprofloxacin
a oxacilin). KR-12-a5 si rovnako zachoval antimikrobnu aktivitu vo fyziologickych
médiach. Vysledky tejto stadie ukazali, ze KR-12-a5 mdze byt sl'ubnou latkou k lieCbe

infekcii rezistentnych na antibiotika. [44]

1.6 Mechanizmus posobenia AMP

Existuje niekol’ko spdsobov posobenia antimikrobnych peptidov. Mechanizmus ich G¢inku
sa da rozdelit na dve hlavné kategorie, mechanizmus priameho usmrtenia
a imunomodula¢ny mechanizmus. Mechanizmus priameho usmrtenia sa da d’alej rozdelit’ na

membranovy mechanizmus a nemembranovy mechanizmus. [8]

1.6.1 Membranovy mechanizmus pésobenia AMP

Pri tomto mechanizme mo6zu mat’ peptidy receptorové alebo nereceptorové interakcie s
membranou. Receptorové interakcie maji va¢sinou AMP produkované baktériami a posobia
in vitro v nanomolarnej koncentracii. VicSina AMP stavovcov poOsobia na membranu
nereceptorovymi interakciami a funguju na principe interakcie so zlozZkami membrany. Pri
strete membrany a AMP prebehnu pociato¢né elektrostatické a hydrofébne interakcie, po
ktorych sa nasledne kationické AMP hromadia na povrchu negativne nabitej membrany
baktérii. Ked’ dosiahnu pozadovant koncentraciu, usadia sa na membrane aich dalSie

pdsobenie je mozné opisat’ niekol’kymi modelmi (Obr.3). [8]

Prvym membranovym mechanizmom je model sudovej skruze (Barrel Stave model).
V tomto modeli sa AMP hromadia na povrchu rovnobeZne s membranou a po dosiahnuti
pozadovane] koncentracie sa zasuni kolmo do membrany. Hydrofébne casti AMP

interaguji s membranovymi lipidmi a hydrofilné zvySky vytvaraji pory, alebo kanaly. [8,9]

Dal$im modelom je toroidalny model (Toroidal pore model). Rovnako ako v pripade
predoslého modelu, peptidy sa zasuvaji do membrany, ale medzi peptidmi neprebiehaji
interakcie. Pri tomto modeli vznikaju takzvané toroidalne pory, ktoré vznikaju zakrivenim
lipidovej dvojvrstvy membrany posobenim peptidov. V tomto pripade st kanaly tvorené aj

peptidmi aj fosfolipidmi. [8, 9]

Hlavnym rozdielom tychto dvoch modelov je zachovanie usporiadania hydrofobne;j
a hydrofilnej casti dvojvrstvy. Pri modeli sudovej skruze toto usporiadanie zostdva

zachované anaopak pri toroiddlnom modeli sa toto usporiadanie naruSuje pdsobenim



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

peptidov. Po vytvoreni kanalov sa niektoré peptidy presunu do cytoplazmy bunky a mozu
zasahovat’” do intracelularnych zloziek. Tieto interakcie nasledne vedu k depolarizacii

membrany a k naslednej bunkovej smrti. [8, 9]

Dalsim modelom je kobercovy model (Carpet model). Pri tomto modeli AMP netvoria pory
v membrane ako pri dvoch predchadzajicich modeloch. AMP sa zhlukuju paralelne na
membrane pokym nepokryji povrch membrany, tvoriac tak ,.koberec”. Interakciami na
povrchu sa straca integrita membrany, ¢o vedie k rozpadu membrany na micely. Tento

model sa oznacuje aj ako model micelarneho agregatu. [8, 9]

model

Miceldrny agregat Toroidilny model

Obrazek 3: Modely membranového mechanizmus pdsobenia AMP [4]

1.6.2 Nemembrinovy mechanizmus pésobenia AMP

AMP mdzu v nemembranovom mechanizme p6sobit’ na bunkovu stenu alebo sa zamerat’ na
intracelularne ciele. Jednym z ich mechanizmov G¢inku je inhibicia syntézy bunkovej steny.
AMP pdsobia na molekuly prekurzorov, ktoré su esencidlne pre syntézu bunkovej steny,
ako je napriklad vysoko konzervovany lipid II. AMP sa viazu na jeho zaporne nabitl
pyrofosfatovit cukrovi cCast' atato vdzba moZe nasledne podporovat tvorbu poérov

a naruSenie membrany. [8]
Po preniknuti peptidu cez membranu sa AMP mdzu zamerat’ na niektoré bunkové procesy.
Ich poésobenim mozu spdsobovat’ inhibiciu syntézy nukleovych kyselin, ktoré su

neoddelitelnou su¢astou pri bunkovych procesoch, ako je napriklad proteosyntéza. Dalej
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mdzu narusovat’ aktivitu enzymov a proteinov, ktoré sa tiez podielaji na bunkovych

procesoch. [8]

1.6.3 Imunomoduli¢ny mechanizmus

AMP st produkované mnohymi imunitnymi bunkami, ako su napriklad neutrofily
a makrofagy. Vd’aka tomu patria medzi prvé molekuly, ktoré sa stretdvaju s mikrébmi. Preto
maju schopnost’ zhromazd’ovat’ imunitné bunky, o zaist'uje vyraznejsie zabijanie mikrébov
a lepsiu kontrolu pri zépale. Ak sa v organizme nachadza infekcia, je potrebné vyvolat
imunitnu reakciu na privolanie buniek imunitného systému. Niektoré AMP maja tuto
vlastnost, teda pritahovat imunocyty. Dalej maju schopnost imunocyty aktivovat
a podporovat’ ich diferenciaciu. Aj napriek tomu, ze bolo preukdzané, ze vacSina AMP
interaguje so zlozkami vrodené¢ho imunitného systému, ako s neutrofily a makrofagy,
existuje dokaz, Ze sa tiez zacastiiuju modulacie adaptivneho imunitného systému, teda T a

B lymfocytov. [8, 12]
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2 VYUZITIE AMP

Vdaka svojim antimikrobnym vlastnostiam a potencidlu mézu AMP slazit hned
v niekol’kych odvetviach. Medzi tieto odvetvia patria napriklad medicina, potravinarsky
priemysel alebo polnohospodarstvo. [10] Dalsie vyznamné vyuzitie nachadzaja AMP v
oblasti kozmetiky a dermatologie. Tato problematika je podrobnejSie rozpracovand v

kapitole 3.4.

2.1 Medicina

Vdaka ich antimikrobnym vlastnostiam predstavuju AMP rieSenie pri boji proti ochoreniam.
Pri vzrastajicej rezistencii baktérii a virusov proti klasickym antibiotikdm predstavuju
potencidlnu budicnost’ mediciny. NavySe vykazuju aktivitu pri hojeni ran, podporovanim
proliferacie a migracie buniek a zhromazd’ovanim leukocytov. Dalej moézu slizit pri
oralnych, respiranych a gastrointestinalnych ochoreniach. Jednym z prikladov méze byt
peptid P-113, ktory je odvodeny od proteinu slin, histatinu 5 a priaznivo ucinkuje pri
plesnovom ochoreni ustnej dutiny, ordlnej kandidoze. Podskupina AMP, protinddorové
peptidy vykazuju protinddorovi aktivitu, ktorda moéze predstavovat’ buducnost liecby
nadorovych ochoreni. Niektor¢ AMP moézu sluzit’ ako terapeutické ¢inidla pri infekciach,
ktoré sa mozu vyskytnit’ ako pooperaéné komplikacie. Nevyhodou je, ze AMP su zatial’ len
v stave skiimania a aj napriek vysokému mnoZstvu identifikovanych peptidov sa na

komerc¢né ucely vyuziva len malé mnozstvo. [10]

2.2 Potravinarsky priemysel

Dalsie odvetvie, kde mozu byt AMP uzito&né je potravinarsky priemysel. Ich antimikrobne
vlastnosti zaujali hlavne pri konzervécii potravin, kde mézu nahradit’ bezné konzervanty.
Konzervanty v potravinich musia spiiat’ niekol’ko kritérii, aby nepredstavovali nebezpegie
pre konzumenta a prirodné prostredie. Konzervanty by mali byt prirodného pévodu a mali
by mat’ antimikrobnu aktivitu, ktord predide znehodnoteniu potravin mikroorganizmami.
AMP moéZu predstavovat’ bezpecnu, prirodnt a zdravu alternativu beZnych konzervantov.
Napriklad peptid Snakin-1, ktory je extrahovany zo zemiakovych hluz, vykazuje
antimikrébnu aktivitu pri inhibicii rastu kvasiniek. Testované peptidy nepreukazali, Ze by
ovplyvnovali kvalitu potravin, ¢o sa radi medzi d’alSie vyhody AMP v potravinarskom
priemysle. Jednou z moznosti vyuzitia je aj pridanie AMP do obalov potravin, kde sa

rovnako ako pri pridani peptidov do potravin, preukazala ich antimikrobna aktivita. [10]
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2.3 Pol’nohospodarstvo

Dlhodobym vyuzivanim pesticidov a antibiotik v pol'nohospodarstve sa zvysSuje
rezistencia patogénoch a inych Skodcoch. Navyse tieto pesticidy mézu obsahovat’ skodlivé
latky, ktoré sa d’alej mozu dostat’ az ku konzumentovi a pri nesprdvnom spracovani sa mozu
kumulovat’ v organizme. Preto aj vtomto odvetvi mozu AMP predstavovat’ inovaciu
a nahradit’ zauzivané insekticidy a antibiotika. Napriklad rastliny ako tabak alebo citrusy
boli geneticky modifikované AMP-kdédovanymi génmi a vykazali niekol’ko zmien, ako
napriklad zvySent odolnost’ voc¢i baktéridm a plesniam. Vdaka ich prirodnému pdvodu,
AMP su navySe neSkodné pre zivotné prostredie a pre findlneho konzumenta produktov

pol'nohospodarskej ¢innosti. [10]
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3 AMPYV KOZI

Koza je najvacSim organom l'udského tela, ktord predstavuje ochrannu bariéru proti
vonkaj$im vplyvom. Bolo preukazané, ze na tejto ochrannej funkcii sa podiel'aja AMP
syntetizované¢ koznou mikroflorou a keratinocytmi. ZvySeny vyskyt AMP v kozi sa da
pozorovat’ hlavne pri infekcii patogénmi, pri vyskyte kozného ochorenia alebo pri

mechanickom poraneni. [13]

3.1 Infekcné ochorenia koze

Medzi najcastejsie infekéné ochorenia patria infekcie koze a mikkych tkaniv. Tieto infekcie
su spdsobené baktériami a moézu byt’ sprevadzané 'ahkym priebehom bez nutnosti uzivania
antibiotik, alebo mozu viezt' ku zlozitejSim komplikaciam, ktoré si uz vyzaduju liecbu
antibiotikami, kde dlhodoba liecba mdze spdsobovat’ narastajicu rezistenciu voci liecivu.
Tym sa baktéria stane odolna voci antibiotikdm. Medzi baktérie vyvolavajuce infekcie koze
patri predovsetkym Staphylococcus aureus. Této baktéria sposobuje nozokomidlne infekcie
ran, ktoré su spojené s hospitalizaciou alebo s nutnost’ou poskytovat’ zdravotnu starostlivost’.
Tato baktéria vyluCuje latky inhibujuce hojenie ran, ktoré predlzuju zéapal a spdsobuju
chronické infekcie. AMP by mohli byt potenciondlnym rieSenim pri bakteridlnej rezistencii
na antibiotikd. Namiesto priameho zabijania baktérii AMP vykazuju aktivitu ako
neutralizécia faktorov sposobujucich bakteridlnu Skodlivost’ alebo sa podiel'ajii na regulacii
imunitnej odpovede hostitel’'a zvySovanim hladiny imunitnych buniek. AMP, na rozdiel od
klasickych antibiotik U¢inkuji proti réznym druhom baktérii a majia odlisny spdsob
pdsobenia, ktory nevyzaduje Specifické vazobné miesta pre proteiny. Vd’aka tomuto sposobu

sa znizuje pravdepodobnost’ vzniknutia rezistencie baktérii vo¢i AMP. [13]

3.2 Chronické ochorenia koze

Medzi chronické ochorenia koZe patria napriklad atopickéd dermatitida, acne vulgaris alebo
psoriaza. Tieto ochorenia patria k najrozSirenejSim chronickym ochoreniam a preto

vzbudzuji zédujem v oblasti vyvoja novych sposobov liecby, kde figuruji aj AMP.

3.2.1 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je vel'mi Casto vyskytujuce sa chronické zépalové ochorenie koze. Pri
tomto ochoreni je postihnutd epidermis i dermis, kde nastdva porucha bariérovej funkcie

koze podmienend imuno-patogénnymi dejmi na urovni vrodenej a ziskanej imunity a je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

pritomny zépal s prevahou cytokinov typu 2 a mikrobidlna dysbioza. Toto ochorenie je
sprevadzané morfologickymi prejavmi ako st erytémy, edémy alebo papuly, ktoré
vyvolavaju intenzivne svrbenie a teda neprijemny pocit na pokozke. Tieto prejavy sa moézu
vyskytovat’ v okoli hlavy a tvare, a to najmé u deti, kde potom nasledne s vekom pribudaji
aj na inych castiach tela ako trup a koncatiny. Atopickd koza vykazuje zniZzenl expresiu
AMP, ktord je spojend so zvysenou kolonizaciou Staphylococcus aureus. Pri tomto ochoreni
je zvySena transepidermdlna strata vody, takze je dolezita Castd hydratacia pokozky pre
zlepSenie bariérovej funkcie. V spojitosti s atopickou dermatitidou bolo preukazané, ze pri
jedincovi so zhorSenym stavom tohoto ochorenia boli zvySené hladiny a-defensinov 1-3,
ktoré odpovedaji zavaznosti ochorenia, intenzite svrbenia a hladine interleukinu 8
a imunoglobulinu E v krvi. Pri porovnani zdravej koze akoze postihnutej atopickou
dermatitidou boli zvysené aj hodnoty 'udskych S-defensinov. Napriek tomu bola ich hladina
moc nizka na to, aby chranila kozu pred najcastejSimi infekciami, ktoré mozu atopikov
postihovat’. Z tohoto dévodu by mohli I'udské f-defensiny sluzit’ ako doplnkové liecba pre
atopikov, kde by podporovali obnovu koznej bariéry a tym chranili kozu pred moznymi

infekciami. [14, 15]

3.2.2 Acne vulgaris

Acne vulgaris je chronické zéapalové ochorenie koze. Toto ochorenie sa najCastejSie
vyskytuje u adolescentov, no moze sa objavit' aj u dospelych. Je sposobené baktériou
Cutibacterium acnes a je sprevadzané vytvaranim papul, pustal a uzlikov hlavne na tvari, no
moZu sa vyskytovat’ aj na hornych koncatinach, trupe a chrbte. Sposoby liecby zavisia na
zavaznosti pripadu, kde pri miernych formach postacuji napriklad benzoylperoxid, kyselina
azaelova alebo lokalne antibiotikd, avSak pri zavaznejSich pripadoch sa vyzaduje dlhodobé
uzivanie peroralnych antibiotik. Tieto antibiotikd mo6Zu spdsobovat’ neprijemne vedlajSie
ucinky ako palenie, tvorenie Supin na kozi, erytém alebo bielenie vlasov. Dlhodobé uzivanie
antibiotik opét’ vedie k bakteridlnej rezistencii, preto sa zacalo prihliadat’ na antimikrébne
vlastnosti AMP, ktoré mo6zu byt moznym rieSenim pri lieCeni tohoto ochorenia. Preukazali
to hlavne in vitro testy v praci Woodburn a kol., kde boli proti baktériam C. acnes pouZité
laboratorne syntetizované AMP, ktoré analogicky prirodzene pripominaji prirodné AMP.
Pat’ zo siedmych pouzitych AMP vykazovali antibakteridlnu aktivitu proti baktériam, a to aj

voci baktériam rezistentnym voci antibiotikam. [16, 17]
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3.2.3 Psoriaza

Psoridza je imunitne sprostredkované zapalové ochorenie chronického typu. Prejavuje sa
koznymi 1éziami a byva sprevadzané inymi ochoreniami, najcastejSie kardiovaskularneho
typu. Prave kardiovaskularne ochorenia byvaji hlavnou pri¢inou Umrtia pacientov
s psoriazou. Etiologia tohto ochorenia nie je uplne jasnd, ale rolu hraji genetické
predispozicie a moze sa vyskytnut' v kazdom veku. Psoridza je sposobend vzdjomnymi
interakciami medzi T-lymfocytmi, neutrofilmi, dendritickymi bunkami a keratinocytmi.
Kozné¢ 1ézie sa u pacientov vyskytuji po mechanickom strese koze, ale na miestach, kde bola
koza zatial’ zdrava. Tento jav sa oznacuje ako Koebnerov fenomén. Nové 1ézie mozu byt
vyvolané aj pri radioterapii, ultrafialovym Zziarenim alebo miernym podrazdenim koze.
Predpokladom je, Ze mediatori podiel'ajiice sa na psoridze su prenaSané zvySenym prietokom
krvi. Pri tomto ochoreni sa AMP podiel'ajii na zapalovych reakciach, kde figuruju ako
chemotaxné ¢inidla a reguluju proliferaciu buniek. Tieto AMP st vysoko exprimované

psoriatickymi 1éziami a slizia ako prirodné antibiotikum. [25, 26, 27]

3.3 Hojenie ran

Hojenie ran je proces pozostavajlci z niekol’kych faz. Medzi tieto fazy sa radi hemostéza,
zapal, proliferacia a remodelacia. Hemostéaza je prvou fazou, kde sa aktivuji krvné dosticky
a nasledne vytvaraji zrazeninu. Pri tejto aktivite sa uvoliiuju rastové faktory, ktoré spustaja
imunitnu odpoved’. Imunitna odpoved’ spista druhu fazu hojenia, zapal. Vyskyt zapalu
v mieste rany pritahuje imunitné bunky, ktoré uvolfiuji cytokiny. Pri tejto aktivite zohravaja
dolezita ulohu katelicidiny, ktoré aktivuju monocyty, ktoré nasledné uvolnuji cytokiny
ovplyviujuce zépal. V d’alSej faze, proliferacii, sa tvori epitel a obnovuju sa cievne kanaly.
Do miesta poranenia migrujui fibroblasty, ktoré¢ formuju nové cievy a produkuju latky ako
hyaluronan, kolagén alebo proteoglykany. V procese remodelacie sa zvySuje hladina
kolagénu typu I, ktory patri k hlavnhym zlozkdm koZe. Bolo preukdzané, ze ludsky
B - defensin-3, pochadzajlci z koZe, napomaha pri urychl'ovani hojenia ran podporovanim
angiogenézy a zvySovanim migrécie a proliferacie fibroblastov. Dalsi defensin, defensin-1
vyskytujici sa v produktoch véiel, ulahcuje migraciu keratinocytov a uzatvorenie ran.
Dodéavanie AMP v topickych aplikaciach by mohlo mat za nasledok rychlejsie

a bezpecnejsie hojenie ran, bez vyskytov infekcii komplikujacich liecbu. [28]
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3.4 AMP v liecbe koznych ochoreni

Vdaka ich antimikrobnemu uc¢inku, AMP st vel'mi Studovanou témou v oblasti vyvoja
novych potencionalnych lieciv pre ochorenia rezistentné vo¢i normalnym antibiotikdm. Ako
je spomenuté v kapitole 4.2.2, vyskumy nasvedcuju antimikrébnu ucinnost AMP proti
baktériam C. acnes, ktoré spOsobuji ochorenie acne vulgaris. Touto problematikou sa
zaoberd napriklad praca vyskumného timu Woodburn a kol. Na vyskum bolo vyuzitych
sedem synteticky pripravenych antimikrobnych peptidov (ozna¢enych ako dAMP) o dizke
17 az 23 aminokyselin, ktoré st analogmi prirodzene sa vyskytujiicich AMP so znizenou
pravdepodobnostou vzniku bakteridlnej rezistencie. Minimdlna inhibi¢nd koncentréacia
dAMP bola od 0,5 do 32 g.ml™! proti desiatim klinickym izolatom C. acnes. Testy in vitro
preukazali, ze pat zo siedmych vyuZitych peptidov bolo najaktivnejSich, jeden vykazoval
miernu aktivitu a jeden vykazoval zanedbatelnt aktivitu. Zaroven tieto peptidy vykazovali
podobnu aktivitu pri izolatoch C. acnes rezistentnych na antibiotika. Peptidy boli testované
aj na cytotoxicitu na l'udskych keratinocytoch, kde preukazali absenciu cytotoxicity s viac
ako 80% viabilitou buniek po osem hodinovej expozicii. Na zaklade ziskanych hodnot sa
stanovil terapeuticky index, ktory je pomerom koncentracie dAMP, pri ktorej boli aktivne
proti C. acnes bez vyvolania cytotoxycity. Vel'kost terapeutického indexu je priamo imerna
Specifickosti AAMP pri neutralizacii C. acnes buniek. Hodnoty terapeutického indexu, spolu
s minimalnou inhibi¢nou koncentraciou a hodnotou ECso, ¢o je davka potrebnd k usmrteniu

50 % keratinocytov, st pre pat’ najucinnejSich peptidoch uvedené v Tab.2. [16]

Tabulka 2: Pét’ najaktivnejSich dAMP a ich terapeuticky index zo Stidie [16]

Oznacenie JAMP MIC [pg.ml '] ECso [pug.ml™] Terapeuticky index
RP444 8 20 2,5
RP551 2 34,3 17,2
RP554 8 31 3,88
RP556 4 519 130
RP557 8 281 35,1

Vinej Studii, konkrétne vyskumného timu Theansungnoen akol., kde sa zaoberali
antimikrobnou ucinnost'ou Siestich kratkych syntetickych peptidov. Sktmala sa ich
antimikrobna aktivita voci baktérii C. acnes, ale okrem toho sa testovala Ui¢innost’ aj voci
S. epidermidis, S. aureus a C. albicans. Styri peptidy vykazovali dobri antimikrobnu

G¢innost’ voéi S. acnes, s MIC v rozmedzi 64 — 128 mg.1-!. Zaroven vietkych Sest peptidov
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mdze inhibovat proliferaciu S. epidermidis, S. aureus a C. albicans. Pri testoch cytotoxicity
boli pomocou MTT testu sledované mySie makrofagy v pritomnosti navrhnutych peptidov.
Dva peptidy nepreukazali ziadny vplyv na makrofagy, jeden vykazoval miernu cytotoxicitu

a d’alSie dva by mohli preukdzat aj zvysenie zivotaschopnosti makrofagov. [29]

Vyskumy timu Wu a kol. sa zaoberali antimikrobidlnymi u¢inkami peptidu bombinin-like
peptide 7 (BLP-7), ktory sa vyskytuje u druhu Zaby s ndzvom Bombina orientalis. Tento
peptid bol pripraveny synteticky a vedci skiimali jeho antimikrobne ucinky proti C. acnes.
Minimalna inhibi¢na koncentracia BLP-7 bola 5 uM. Navyse tento peptid vykazoval vel'mi
dobrt odolnost’ voci teplu, pH a testy cytotoxicity nepreukazali Ziadnu vyznamnu amrtnost’
normalnych ludskych epidermalnych keratinocytov. Pri testoch vyuzitia BLP-7 na
modeloch edému ucha potkanov preukéazal tento AMP potlacanie zapalu koze, ktory bol

vyvolany C. acnes. [30]

Stadia Hakanssona a kol. sa zaoberala predklinickym hodnotenim antimikrobialnej aktivity
AMP odvodeného od ludského kininogenu (oznacenie DPK-060) zapracovaného do
roznych formulacii uréenych k lokdlnemu podaniu. Studia preukézala, ze DPK-060
formulovany v acetatovom pufri alebo poloxamérovom géle sposobil vyrazné obmedzenie
poctu baktérii S. aureus in vitro (minimalna mikrobicidna koncentracia < 5g ml™').
DPK-060 v poloxamérovom géle rovnako potlacoval mikrobidlne preZivanie v modeli
infekcie rany ex vivo s pouZitim prasacej koZe a in vivo na mySiach v modeli infekcie v
mieste chirurgického zakroku (> 99 alebo > 94% zniZenie poctu baktérii). DPK-060
enkapsulovany v roznych typoch lipidovych nanocastic alebo kubozomov vSak nezlepsil za

pouzitych testovacich podmienok baktericidni potencial tohto peptidu. [31]

Tento peptid bol rovnako testovany pri klinickych testoch. Firma DermaGen AB pouZila
synteticky vyrobeny DPK-060, ktory vykazuje Sirokospektralnu antimikrobidlnu aktivitu in
vitro proti gram-negativnym a gram-pozitivnym baktériam. Pripravend mast’ s 1% obsahom
DPK-060 bola aplikovana probandom trpiacim atopickou dermatitidou a bolo preukazané,
ze po 14 dnoch aplik4cie sa mnoZstvo baktérii S. aureus v 1éziach znizilo o 94 az 99 %.

[31,32]
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4 NOSICE PRE AMP

Nosi¢e zohravaju doleziti ulohu pri doddvani Uc€innych latok na miesto urcenia.
Navrhovanie vhodnych nosi¢ov pre antimikrobne peptidy ale mdéze byt’ narocnou vyzvou,
vzhladom na ich velkost, kladny nédboj a amfifilnost’. [33] V tejto kapitole su preto

predstavené niektoré mozné nosic¢e vhodné pre dodavanie AMP.

4.1 Lipozomy

Lipozémy st dvojvrstvy sférického tvaru zlozené z fosfolipidov. V ich dvojvrstve moze byt’
pritomny aj cholesterol. Vodné jadro lipozému moZze prendsat’ hydrofilné latky, zatial’ co
hydrofébne aktivne latky sa moézu adsorbovat’ alebo zaclenit’ do fosfolipidovej dvojvrstvy.
Lipozomy sa ako nosi¢e osved¢ili aj pre AMP. Ich vyhodou je I'ahkd modifikéacia ich
fyzikalne-chemickych vlastnosti zmenou zlozenia lipidov alebo zmenou povlaku povrchu
lipozému. Lipozomy moéZzu AMP dodéavat’ do buniek adsorbciou alebo endocytdzou a maju
zvySeny prienik do tkaniv a zameranie sa na intracelularne infekcie. Vyhodou lipozémov je
dobra univerzalnost’ pre enkapsulované AMP, napriklad m6zu obsahovat’ LL-37, kolistin
alebo vankomycin, ktoré si zachovavaju svoju antimikrobialnu aktivitu a vykazuju aj vyssiu

ucinnost’. [34]

Hydrofébna
dvojvsrtva

<«  Cholesterol

Q’ Fosfolipidy
W

Obrazek 4: Schéma lipozomu [35]
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4.2 Tuhé lipidové nanocastice (SLNP)

Tuhé lipidové nanocastice su zlozené z tuhej lipidovej matrice, ktord je stabilizovana
povrchovo aktivnymi latkami. Medzi ich vyhody patria moznost' pouzitia vo velkom
rozsahu aplikacii, vysokd népln lipofilnych latok adobrd stabilita, ato aj
v gastrointestinalnom trakte. Ich nevyhodou je vSak tendencia ku gélovaniu, pred¢asné
uvolnovanie aktivnej latky pri skladovani, alebo vytlacanie obsahu z matrice z dosledku
krystalickej Struktary tuhych lipidov. [34].Vo vyskume timu Severino a kol. boli pripravené
SsLNP s peptidom polymyxin B, kde vysledkom bol pripravok s baktericidnymi ucinkami
proti Siestim kmenom P. aeruginosa rezistentnym na antibiotikd. [46]. Vo vyskume Fumakia
a kol. boli pripravené sLNP obsahujuce kombinaciu katelicidinu LL-37 a inhibitora elastazy
(serpin Al). Vysledkom in vitro testov bolo zvySenie antimikrobidlnej aktivity voci E. coli
a MRSA, na rozdiel od sSLNP obsahujucich len jednu zo zloziek. Navyse tieto kombinované

sLNP skratili ¢as hojenia ran na kralicej kozi. [45]

@x W/
. HN\

Povrchovo

aktivna latka Tuha lipidova matrica

Naplii
Obrazek 5: Schéma tuhej lipidovej nanocastice [36]

4.3 Kubozomy

Kubozémy st d’al§im potenciondlnym nosicom pre AMP. Ich kubicka $truktara je tvorena
ur¢itymi amfifilnymi lipidmi, ktoré st stabilizované pomocou vhodného stabilizatora. St
populdrne najmé pri poddvani lieCiv peroralne alebo transdermélne a disponuji mnohymi
vyhodami. Medzi spominané vyhody patri velky povrch, vysoka disperzia lieCiva vd’aka
kubickej Strukture, biologicka odburatel'nost a relativne 'ahké vyroba. Vd’aka ich Strukture,

ktora je tvorena amfifilnymi lipidmi, st schopné prenasat’ hydrofobne, hydrofilné ale aj
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amfifilné aktivne latky. Prave touto vlastnost’ou sa lisia od lipozoémov. Uvoltiovanie aktivnej
latky z kubozomu je riadené koncentraénym gradientom, ktory je hybnou silou ich difuzie.
V praci vyskumného timu Boge a kol. sa zaoberali enkapsulaciou troch peptidov, AP114,
DPK-060 a LL-37 v kubozémoch pripravenych z glycerol monooleatu a vody. Peptidy
AP114 a DPK-060 si zachovali svoju antimikrobnu aktivitu voci baktériam S. aureus
a MRSA, zakial' ¢o LL-37 vykazovalo stratu vo svojej Sirokospektralnej antibakteridlnej

&innosti. [37, 38]
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Obrézek 6: Schéma kubozému [37]

4.4 Mikrogély

Mikrogély pozostavaji z hydrogélovych castic, ktorych velkost sa pohybuje
v mikrometroch. Vel'mi Casto sa vyuZivaji v biomedicinskych aplikaciach ako biomaterialy
alebo nosice aktivnych latok. Ich schopnost’ slizit aj ako nosi¢ AMP zavisi hlavne na dizke
peptidu, jeho hydrofobite alebo naboji. Pri mikrogéle hraja délezita tilohu jeho naboj alebo
porozita. Tieto faktory st kI'i€ové pri ochrane peptidu zakomponovaného do mikrogélu pred
proteolytickou degradaciou. Vo vyskume timu Water a kol. boli skimané mikrogély na baze
kyseliny hyaluronovej ako nosi¢e peptidu novicidinu. Mikrogély naloZené peptidom
znizovali cytotoxicitu a zachovali antimikrébnu aktivitu peptidu proti S. aureus a E. coli.

[33, 39, 40]
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4.5 Polymérne nanocastice

Castice o velkosti pohybujlicej sa v nanometroch, vyrobené z prirodnych alebo syntetickych
polymérov su intenzivne Studovanym objektom vd’aka ich potencidlu v prenasani aktivnych
latok. Prave preto mozu sluzit’ aj ako nosice pre AMP. Rychlost’ uvolfiovania AMP
z nanocastice zavisi na vlastnostiach polyméru pouzitého k ich priprave, napriklad na jeho
molekulovej hmotnosti, hydrofébnosti/hydrofilnosti alebo povrchovom naboji. Rolu
v rychlosti uvol'ovania hraju taktiez vlastnosti peptidu. Aktivne latky sa z nanocastice
mdzu uvolnovat pomocou diftzie, erdzie alebo osmotickym tlakom. Polymérnymi
Casticami ako nosicmi pre AMP sa zaoberal aj vyskumny tim Cerchiara a kol., kde
predmetom vyskumu bolo pripravenie nanocastic na baze chitosanu, do ktorych sa nasledne
enkapsuloval peptid vankomycin. Tento komplex bol néasledne testovany in vitro
v pritomnosti baktérii S. aureus. Vysledkom vyskumu bolo zistenie, ze dobra antimikrébna

aktivita pouzitého AMP voci S. aureus bola po enapsulécii zachovana. [41, 42, 43]

Rozne typy vysSie uvedenych nosicov aktivnych latok maja svoje vyhody i nevyhody vo
vzt'ahu k dodaniu AMP na uréené miesto pouzitia. V sucasnosti je dolezité vyhody zvysit’ a
zlepsit’® ucinnost’ enkapsuldcie do tychto nosiCov, predlzit' ich stabilitu a vyslednu
terapeuticku ucinnost’ a sti€asne znizit’ ich toxicitu. Za tymto uc¢elom sa prevadza rada Studii,
ktoré sa sustred'uji na pripravu a charakterizaciu rdéznych nosi¢ov s obsahom AMP,
stanovenie ich antimikrobidlnych ucinkov a toxicity in vitro in vivo. Takéto Stidie mo6zu
nakoniec viest k vyvoju bezpecného systému nosi¢/AMP pre uclinné potieranie

bakterialnych infekcii.
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ZAVER

Nérast rezistencie baktérii vo¢i antibiotikam v kombinécii s obecne zndmou obt’'aznost'ou
liecby koznych ochoreni predstavuje vyzvu, ktord by viedla k vyvoji novych a terapeuticky
ucinnych pristupov k liecbe koznych ochoreni. Ked’Ze v tejto oblasti rastie zdujem o pouzitie
prirodnych molekul s antimikrobialnymi vlastnost’ami, je vyskum antimikrébnych peptidov
prirodzenym smerom vyskumu. Predstavena bakalarska praca poskytuje strucny prehl'ad
problematiky AMP. Podéva zakladné¢ informacie o AMP, ich Struktare, vlastnostiach,
zdrojoch/povode, syntéze, klasifikacii a pouziti. Stustred'uje sa tiez na AMP v kozi a
moznosti ich posobenia na typické kozné problémy, ako su atopicka dermatitida, akné a
psoridza. Okrem toho praca predstavuje priklady konkrétnych stadii skamajucich G¢innost’
AMP pri osetrovani/lie¢be tychto problémov. V praci sa rovnako odraza snaha zamysliet’ sa
nad zvySenim aktivity AMP za sucasného znizenia ich neziaducich ucinkov, ¢oho sa da
dosiahnut’ zaclenenim AMP do vhodného nosi¢a. St preto predstavené najCastejsie
pouzivané nosi¢ové systémy, napriklad casticové nosice na baze lipidov (lipozémy, tuhé
lipidové Castice, kubozémy), polymérov a tieZ mikrogélov. Zaclenenim AMP do nosicov
dochadza v praxi k zlepSeniu ich doruc¢enia na miesto pésobenia. Tymto spdsobom mdze
byt rovnako dosiahnutej synergickej aktivity AMP a dalSich latok, ktoré su schopné
antimikrébne posobenie AMP zosilnit’. V bakalarskej préaci je spomenuta i dolezita vlastnost’
niektorych AMP, vhodnych pre podporu hojenia ran, a to ich schopnost’ zvysit’” bunecnt
proliferaciu a migraciu. Co sa tyka navrhu konkrétneho AMP pre d’alsiu pracu, vykonana
reSer§ naznacuje, ze peptidy vhodnymi pre d’al$iu pracu su katelicidin LL-37 a jeho kratke
analogy, napriklad KR-12. Tieto analogy st jednoduchSie na syntézu a zachovavaji si svoju
antibakterialnu aktivitu. Vzhl'adom na kompetenciu na Ustave technoldgie tukov, tenzidov
a kozmetiky v oblasti nosiCovych systémov by bolo tiez vhodné ststredit’ sa na vol'bu
vhodného typu nosica pre enkapsulaciu zvolené¢ho peptidu.

Vdaka uvedenym vlastnostiam st AMP slubnymi latkami a pocita sa s ich vyuZitim
v potierani koznych infekcii, kde by mohli zohrat ddéleziti rolu v nahradeni dnes

pouzivanych antibiotik.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABP Antibakterialny peptid

ACP Protinadorovy peptid

AFP  Antimykoticky peptid

AMP Antimikrébny peptid

APP  Antiparaziticky peptid

AVP Antivirovy peptid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ECso Polovica maximalnej G¢innej koncentracie
MIC Minimdlna inhibi¢na koncentracia
MRSA Meticilin-rezistentny zlaty stafylokok
RNA Ribonukleova kyselina

sNLP Tuh¢ lipidové nanocéstice

UC  Univerzélny klasifika¢ny systém
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